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ヒ ト胃癌の進展に おける自己分泌型運動因子受容体の 発現と役割
金沢大学医学部医学科外科学第 二 講座 (主任: 宮崎逸夫教授)
広 野 靖 夫
細胞運動は癌の 浸潤 ･ 転移濫 関わ る主要因子の
-
?で あ るが , 胃癌の 進展 と細胞運動 との 関係ほ こ れ ま で 明 らか に され
て お らず , 運動能を 司る と考えられ る遺伝子の 発現も検討 され て い なか っ た ･ 本研究 では . ヒ ト胃癌に お ける 自己分泌塾運動
田子(a uto crin e m otilityfa ctor, A M F) 受容体の 発現 と浸冒臥 転軌 予後 と の 関係を調 べ る と ともに , 胃癌培養細胞 を用い て 受
容体を コ ー ドす る 当該遺伝子 の 発現 と機能を検討 した . まず , 原発性胃癌221例 に つ い て免疫阻織化学的 に A M F受容体 の 発
現を検討 した と こ ろ , 125例(56.6 %)が 発現陽性であ っ た , A M F受容体の 発現 と分化度, 腫瘍径 と の 間 に 相 関 は認 め られ な
か っ た が , 肉眼 軋 壁深遠鼠 血管戯凱 リ ン パ 管侵襲と い っ た浸潤関連困子と の 間に 統計学的 に 有意 な相関 を 示 した ･ ま
た , リ ン パ 節転移 , 腹膜 播種 との 間にも高 い 相関を認め , A M F受容体 は転移にも深く関わ っ て い る こ と が示 酸 された ･ さ ら
に , 臨床病理学的病期が進む に つ れて 発現陽性率 ほ上 昇 し , 発現陽性群 は陰性群 に 比 し有意に予後不良であ っ た ･ 次に , 胃癌
培養細胞株を用 い て A M F受容体遺伝子 の 発現 と機能を解析 した結果 ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト分析 に よ り使用 し た 8株す べ て で
A MF 受容体 m R N A が検出 され, オ ル タ ナ テ ィ ブ ポ リ ア デ ニ ル 化に よる と推定 され る新 しい A M F受容体 mR N A分子種 の
存在も見出さ れ た . A M F受容体 m R N Aの 5
'
領域 に相補的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 化学合成 し, T M K-1 細胞 の
培地中に 投与す る と , 細胞増殖は ほ と ん ど影響を受けな い もの の , ケ モ イ ン ペ
ー ジ ョ ソ ア ッ セ イ で 最大60% 浸潤が抑制 され る
こ と が 見出 された . した が っ て , 本研究 よ り , A M F受容体遺伝子ほ ヒ ト胃痛 の 進展 に関わ り う る こ とが 明 らか に さ れ , そ の 発
現は 胃癌の 浸潤 , 転移, 予後 に 関わ る重要 な因子である と結論 され た ･
Key w o rds a uto crin e m otility fa ctor re c eptor, C e11 m otility･ in v asio n･ m etaStaSis, gaStric
Ca n C e r
癌の 浸潤 ･ 転移 の 機構 の 解明は癌研究に おけ る重要命題 であ
るl). 近年の 細胞接着 , マ トリ ッ ク ス 分解∴細胞運動に関する分
子生物学的研究 の 目覚ま しい 進歩 は癌細胞の 浸潤や転恕を明ら
か に す るうえ で 新 し い 視点 を与 えた
2卜5)
細胞運動は増殖田子6)7), 細 胞外 マ ト リ ッ ク ス
8)
, ス キ ャ ッ タ 一
因子(sc atterfa ctor)9)等の 種 々 の 因子に よ っ て制御 され て い る
こ と が報告 されて い るが , 腫瘍細胞自体 の 自律的な制御系も発
見 され , 自 己 分 泌型運 動因 子 (a uto crin e m otility fa ctor,
A M F) や オ ー トタ キ シ ソ (a utota xin) な どがそ れ を 担う因子 と
して 同定されてき た
1 0)11)
. A M F は Liotta らに よ っ て ヒ ト黒色腰
細胞 の 培養液中か ら産生細胞自身の 走化性刺激活性 と して見出
され川 , そ の 後 マ ウ ス 黒色腰細胞 , ヒ 下線維肉腫細胞 か らも分
離され た12)13). 一 方 , マ ウ ス に転移性腫瘍を形成す る こ と で 知 ら
れて い る B1 6-Fl黒色腰細胸 は扁平か ら球形状態に 変化する と
可逆的に肺転移能が高 ま る こ と が 明らか に な り
14)
, 球形 細胞 で
ほ レ ク チ ソ の 一 種 で ある ピ ー ナ ッ ツ 凝集 素(pe a n utag glutinin)
に よ っ て 認識 さ れ る 78k Da の 糖蛋白(78k Da glyc oprotein ,
g p78) の 発現 が 増強 し て い る こ と が 報告 された
15)
･ そ の 後 抗
gp78モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 (3 F 3 A抗体) を用 い た実験 か ら
gp78 がA M Fの 受容体で ある こ と が判明 し
12)16)
,
ヒ ト A M F受
容体(hu m a n a uto crin e m otility fa ctor rec eptor, h A M F R) を
コ ー ドす る cD N A配列も W ata n abe ら に よ っ て決 定 され た
5)
･
A M F お よび 3 F 3 A抗体刺激 は A M F受容体を介 して 細胞の 運
動能を高め る こ と が線維肉腫細胞や黒色腰細胞 で 立 証 され , 腫
瘍 の 進展に AM Fお よび A M F受容体が関わ っ て い る可 能性が
示 唆 され る に 至 っ た5I12)16 卜 18)
我が 国で 病人 口 の 上 位を 占め る胃癌 の 進展 に つ い て は , 従来
細胞増殖あ る い は 種 々 の 接着分子や マ ト リ ッ ク ス 分解酵素の 発
現を中心 に 研究が進め られ て きて い る が
Ig)28)
, 細 胞運動に 関す
る研究 ほ ほ と ん ど な され て い な い . そ こ で本研究 で ほ , ヒ ト胃
癌の 進展 と細胞運動性 との 関係を明 らか に する 目的で , 原発性
胃癌に お ける A M F受容体 の 発現 と浸潤 ･ 転移を 中心 と した癌
形質お よ び 予後 と の 相関を検討す る と ともに , 胃癌培養紳胞を
用 い て A M F受容体遺伝子の 発現 と機能 を解析 した .
材料および方法
Ⅰ . 対象症例
1 985年 ～ 1991年 の 間 に金沢大学第 二 外科に て 外科的に切除さ
れ た 原発性胃癌221例 の10% ホ ル マ リ ン 固定切除標本を用い た ･
症例の 内訳は 男性139例 , 女性82例;管状腺病71例 , 乳頭状腺病
平成 7年1 2月15日受付, 平成 8年1月19 日受理
A b br eviatio ns: A M F,
･




s m odified Eagle m edium ; F B S, fetal bovine ser u m; g p78, 78k Da glyc oprotein; h A M F R,
hu man
a uto crin e motilityfactor re c eptor;P B S, phosphate
-buffered s alin e; M T T, m ethylthiazoltetrazoliu m br omide
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刑軌 低分化腺癌1 06例, 粘液痛12例 , 印環細胞癌15例; Ia 期
および I b期50例 , Ⅱ期49例, Ⅲa 期お よ び Ⅲb 期39例 , Ⅳa
期お よび Ⅳb 期83例 で あ っ た . 各臨床病理学的田子の 記載は胃
癌取り扱い 規約(改訂第12版)
21)に 従 っ た .
Ⅱ . 培養細胞株
ヒ ト胃癌由来培養細胞株 M K N l, M K N 7, M K N 28, M K N 45,
MK N 74, K A T O Ⅲ, N U G C3 (Japa n e seCa n c erRes e ar ch
Re so u rc e sBa nk,JCRB よ り供与), TM K-1(広島大学病理学 , 田
原栄 一 博 士 よ り供与) の 8株 を 用 い た . い ずれ の 細 胞株 も
R P MI1640液(日水製薬 , 東京)に べ ニ シ リ ン 100 U/ml, ス ト レ
プ ト マ イ シ ソ 100FLg/mI(Gibc oB R L, Gr a nd Island, U S A)お よ
び10% 非働化牛胎児血 清 (fetal bo vin e s er u m, F B S) (Cell
Cultur eLabo rato rie s, Cle v ela nd, USA)を 加え た 培地に て 培養
し た . ヒ ト 線 維 芽細 胞 株 M R C-5 (JC R Bよ り 供 与) ほ
15 % F BS 加 ダ ル ベ ッ コ 改変イ ー グ ル 培地(Dulbe c c o
'
s m odified
Eagle m ediu m, D M E M) (日水製薬)に て 維持 した . HeLa 細胞
(金沢医科大学第二 生化学 , 青 竹 佳 乃 博 士 よ り 供与) は
10 % F B S加 D M E Mに て 維持 した . 培養 ほ い ず れも3 7 ℃,
5% C O2 気相下 で行 っ た .
Ⅲ . 免疫組織化学染色
パ ラ フ ィ ン 包埋1 0%ホ ル マ リ ン 固定標本よ り 4J` m 切 片を 作
製 し, 脱パ ラ フ ィ ン 後内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 不 括化す るた
め0.3% 過酸化水素水加 メ タ ノ ー ル に 20分間浸透 し , リ ソ 酸緩
衝生理食塩水(pH 7.4) (pho sphate-buffer ed salin e, P B S)で洗浄
した . 次に 非特異的抗原抗体反応を防止する た め正 常ヤ ギ血清
(Dakopatts, Cope nhage n, De n m a rk) に1 5分間反応 させ た 後 ,
300倍希釈抗 gp78モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (3F 3 A抗体)(群馬大学
整形外科, 渡辺秀臣博士 よ り供与)と 一 晩 4 ℃ にて 反応 させ た .
P B Sに て 洗 浄 し た 後 , ビ オ チ ソ 化 抗 ラ ッ ト IgG 抗 体
(Dakopatts) に 室温 で30分間反応 させ , 次い で ス ト レ プ ト ア ピ
ジ ン ･ ビ オ チ ソ ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体(Dakopatts)に1 5 分
間反応 さ せ 0.04 % 3,
'
一ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Sigm a, St.
Louis, US A) 溶液で発色 させ た . 核染色 は0.3% メ チ ル グ リ ー ン
に て行 っ た . 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して悪性黒色腫の10% ホ ル マ
リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包唾標本を用 い た . 陰性 コ ン ト ロ ー ル に は
1次抗体と して正 常 ラ ッ ト血 清を 用 い , 陽性像が 得られ ない こ
と を確認 した . 20% 以上 の 癌細胞 が染色 され た もの を 陽性と し
て 判定 した .
Ⅳ . 統計学的解析
臨床病理学的田子と の 相関は z2検定 に て 判定 した . 生存曲線
ほ Kapla n- Meier 法を用 い て 作成 し, 2群 間の 有意差ほ 一 般化
W ilco x o n検定を 用 い て 判定 した .
hA M F RcDN A
11 48
181 0 bp
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Fig･1･ Prim e rs a nd pr obe s fo r dete cting A M Fre c epto r
mR NAs･ Bo xindic ate s ope n r ead ing fra m e;hatched bo x,
tr an s menbr a n edo main; arr O W S, prim ers u sed for P C R;
bars, prObes fo r Northernblot hybridiz atio n. Nu mber s
in dic ating the n u cle otide po sitio n s arefro m r ef. 5.
Ⅴ . DN A の化学合成
1 . プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ
全長1810塩基対(base pair, bp) の ヒ ト A M F受容体 cD N A
か ら , 5
'
非翻訳領域 , コ ー ド域 , 3
'
非翻訳領域に 対応す るプ ロ ー
ブ を作製 した ( 図1). プ ロ ー ブを P C R法で調製する ため の プ
ラ イ マ ー と して 以下の オ リ ゴ デ オ キ シ リボ ヌ ク レ オ チ ドを 設計
し , D N A合成 装置 モ デ ル 392(Applied Biosyste m s, CA,
U S A) を 使用 し て 合 成 し た 後 , OP C カ ラ ム (Applied
Bio syste m s) を 用い て精製 した . 各 プ ラ イ マ ー の 配 列 は Ax
(5
'
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'
) で ある . h A M F RcDNA(群馬大学整
形外科, 渡辺秀臣博士 よ り供与)を鋳型と して P C R法で プ ロ ー
ブ DN A を増幅 , 精製 した .
2 . ア ン チ セ ン ス およ び セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
A M F受容体 m R N Aの 開始 コ ド ン を含む 5
'
領域 に 相補的な
18塩基の フ ォ ス フ ォ ロ チ オ ェ ー ト型 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ
シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドお よび 対照 とな る セ ン ス オ リ ゴ デ オキ シ リ
ボ ヌ ク レオ チ ドを D N A合成装置 モ デ ル3 92 を用 い て 合成 し,
AQU A P O R E R P-300カ ラ ム (Applied Biosyste m s)を用 い た逆
相分配高速液体 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー にて精製 した . ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 塩基配列 ほ 5
'
-C G C T G T C T C T C A T C-
A G C A-3
'
,
セ ン ス 配列ほ5
'
-T G C T G A T G A G A G A CA G C G-3
'
で
ある . フ ォ ス フ ォ ロ チ オ ニ ー ト型オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ通常の
フ ォ ス フ エ イ ト型 に 比 し安定性が高く , 細胞 へ の 取 り込み 効率
も良好であ る こ とが 知 られて い る22) .
Ⅵ . サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ プ リダイ ゼ ー シ ョ ン
高分子 D N A を Co oper ら23)の 方法 に 従 っ て抽出 し, 10pg を
制限酵素 Ec oRI お よび Hind Ⅲ に て 切断 して 1 %ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電気泳動後 , ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー (Ge n eScre e n
Plu s, Dupo nt, Bo sto n, U S A) へ 転 写 した . メ ソ ブ レ ン フ ィ ル
タ ー 上 の D N A断片は マ ル チ プ ラ イ ム 標識キ ッ ト (A m ersha m,
Bu ckingha m shir e, U K) と 【α-32P] d C T P(N E N Re se arch
Products, Wil mingto n, U S A) を 用 い て 標識 し た 1810bp の
h A M F RcD NA をプ ロ ーブ と して10% 硫酸デキ ス ト ラ ン , 1%
S DS
,
1 M NaCl, 50m M Tris(pH 7.5), 100pg/ml 変性 サ ケ 精子
D N A(Sigm a) 中で20時間, 65℃ に て ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を
T M K-1 c e‖$
M atrIgel
Fig.2. Sche m atic diagr a millu str ating che m oin v a sion ass ay
SySte m･ T he por ou s(8 FLm) m e mbran e of the up pe r
Cha.mber w a s c o ated with lO〝g Of m atrigel. Suspensio n
Of T M K-1 c ells in R P M I 1 640c o ntainlng Oligo n uGle otide s
a nd O.1 % B S Aw a s added to the up pe r cha mbe r. Co ndit -
O n ed m ediu m pr epar ed fo r m M R C-5 c ells c ultur e, W a S
u s ed as a so u rc e of che m o attr ac at nts a nd pla c ed in the･
lo w er chamber.
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行 っ た . フ ィ ル タ
ー を 洗浄後 , - 80 ℃ でオ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ ィ ー を行 っ た .
Ⅲ . ノ ー ザン プ ロ ッ トハ イプリ ダイゼ
ー シ ョ ン
Poly (A)
+R N A ほQuick Pr ep m RN A Pu rific atio n Kit
(P har m acia, Up ps ala, Sw ede n) を 用 い て 抽出 し た ･ ま た 全
R N A はCho m czyn ski ら
24) の 方 法 に て 抽 出 し た ･ ポ リ
(A)+R N A lfLg ある い は 全 R N A 20FLg を ホ ル ム ア ミ ド, ホ ル ム ア
ル デ ヒ ドで 変性後 , 2% ホ ル ム ア ル デ ヒ ド加1･5% ア ガ ロ
ー ス
ゲ ル 上 を 電気泳動 し, ナ イ ロ ソ メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー (Ge ne
Scre e nPlus) に 転写 した . プ ロ ー ブ は サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ と
同 じ
32P 標識 cD N A を使用 し , ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ソ 液
(50% ホ ル ム ア ミ ド, 5×Denbalt(0･1 % ポ リビ ニ
ー ル ピ ロ リ ド
ン , 0.1%ウ シ ア ル ブ ミ ン , 0.1%フ ィ コ
ー ル),1 M NaCl, 10%
硫酸デ キ ス ト ラ ソ , 1% S D S, 50rnM Tris(pH 7･5), 100pg/ml
変性 サ ケ 精子 D N A) 中で20～ 2 卵割軋 42 ℃に てイ ン キ エ
ペ ー ト
した . Wata n abe ら5) と 同 一 条件 に て フ ィ ル タ
ー を 洗 浄後 ,
- 80℃で オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー を 行 っ た . 同 じフ ィ ル タ ー を
デ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 っ た 後, β- ア ク チ ソ CD N A と再
び ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 い , 得 られた シ グナ ル を 内部 コ
ン ト ロ ー ル と した .
Ⅶ . ウエ ス タン プ ロ ･ソ ト
60～ 70% 飽和状態の T MK-1 細胞 に種 々 の 濃度 の フ ォ ス フ ォ
ロ チ オ ユ ー ト型 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドお よ び対照の
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを投与 し48時間培養 し た . P B S に
て 洗浄 した 乳 0.25% ト リ プ シ ソ で 分散 し, 遠心 回収 した 沈泣
を 細 胞溶解 液 (10m M Tris- H Cl(pH7･4), 0･1 M NaCl, 1mM
E D T A, 0.1 % S D S, 100pg/mlフ ェ エ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ
リ ド(phe nylm ethyls ulfo nyl fludride))中で超音波破砕 に て 溶解
した . 上清 の み 採取 し, Bradford 法
2S}で蛋白定量 した ･ 10pgを
β- メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル (和光純薬 , 大阪) に て 還元後 , 8 %
S D S-P A G Eに て 電 気泳動 し , ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ソ プ レ ソ
(Hybo nd E C L)(A m ersha m, Bu ckingharn shire, U K)に セ ミ ドラ
イ ト ラ ン ス フ ァ ー した . ブ ロ ッ キ ン グは Lota n ら
26)の 方法に 準
じて 行 っ た . メ ソ プ レ ソ を15% ス キ ム ミ ル ク 含 P B Sに て
一 晩
振と う した 後 , 1 000倍に 希釈 した 坑 gp78モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体
(3 F3 A抗体) 含腹水 上清 と室温 で 1 時間反応 させ た ･ 0 ･1%
ツ ィ ー ソ20(Bio- Rad Labolatorie s, Her c ule s, U S A) 加P B S で
洗浄 した後 1 10000倍希釈 した ヒ ツ ジ由来西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ (hors er adish pero xida s e, HRP) 標識抗ラ ッ ト 抗 体
(Am ersha m) で 室温 で 1 時間処 理 した . 0 ･1% ツ ィ
ー ソ 20加
P B Sに て洗浄 し E C L(A m ersha rn) を用 い て 発 光 さ せ 検出 し
た .
Ⅷ . 細胞増殖 ア tソ セイ
低分化胃癌由来培養細胞 と して T M K-1 細胞軌 高分化胃癌
由来培養細胞 と して M K N28細胞株を用 い た . 96穴 マ イ ク ロ プ
レ ー トに ウ ニ ル 当た り2000個 の 細胞を播き24時間培養 した 後 ,
培 地 を ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
10 % F B S加 R PM I1640培地に交換 して 一 定時間培養 した . 細
胞増殖は Alley ら2T}の 方法を 改変 した メ チ ル チ ア ゾ ー ル テ ト ラ
ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド (m ethylthiazol tetr az oliu m br o mide,
M T T)(Sigm a) 法に て測定 した . . すなわ ち , 培地を 除き P B S で
細胞洗 っ た後 , 0.1 M コ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ ム (和光純薬)と
0.4 % M T T を 1: に混合 した溶液を ウ ニ ル 当た り 2恥1 を加
えて 3時間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン を し, 生成 され た ホ ル マ ザ ン を
遠心 回収 した . 1 5叫 の ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド(和光純薬)に て
溶解 した 後 , M odel E A R 340re ader(S L T-Lab In str um e nt,
Salzburg, Au stria) を用 い て 540n m で吸光定量 した ･
Ⅷ ∴細胞浸潤ア ッ セ イ
Ⅶ の 実験と 同様に , T M K-1 細胞株お よ び M K N 28細胞株を
使用 し, A lbi山ら
28)の 方法を 改良 して行 っ た . すなわ ち , 図2
に 示す よ うに 8〟m ポ ア サ イ ズ の イ ン ペ ー ジ ョ ン チ ャ ン バ ー
簡
Fig.3. Im m u n ohisto che mic al staining with a nti-gP 78
m o n o clo n ala ntibody. (A) Well differe ntiated ade n oc arcin
-
o m a of the sto m a ch. Im m u n or e acted m aterials are
m arkedly on the pla s m a m e mbra n e a nd cytopla s mic ofth
e
tu m or c ells. (B) Po orly differ e ntiated ade n o c ar cin o m aof
the sto m a ch. 0 nly tu m o r c ells are inte n siv ely stain edfor
g p78. (C) Epithelial c ells in nor m al m u c o s ais sho wing
w e ak im m u n or e a ctivity. Barsin (A) and(B), 50pm ;bar
in(C), 1 00〟m .
胃癌 に お ける 自己分泌型運動因子受容体の 役割
(Be cto nDickin s o nLabw are, Bedford, U S A) の 上 面を 10FLg の
マ ト リゲ ル (Be cto nDickin so n) で コ ー ト して風乾 し , 使用前 に
培養液に て ゲル を膨潤させ た . 0.1% 牛血 清 ア ル ブ ミ ン (bo vin e
s er urn albu min, B S A) (Bo ehringer M an nheim , Ma n nheim ,
Ger m a ny) を含む R P M I1640培地 に て 細胞浮遊液 を作製 した
後, 1×1 0
5個を チ ャ ン バ ー に 加え た . 同時に 0,5,10〟M の 各濃
度に な る ように ア ン チ セ ン ス , セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを加
えた . ま た A M F と同様の 走化性誘導活性を持 つ 16)29)抗 g p78モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(3F 3 A抗体) 含腹水を 25〟1/mlの 濃度で投与
した . チ ャ ン バ ー 下段に は飽和状態の ヒ ト 線維芽細胞 M R C-5
に24時間接触 させ た 0.1 % B S A加 R P M I1 640培地 を ケ モ ア トラ
ク タ ソ ト溶液 と して 置い た . 37 ℃, 5 % C O2気相下 で 8時間培養
した後 , メ タ ノ ー ル に て 固定 した . フ ィ ル タ ー 上 面 に残存 した
細胞を マ トリ ゲ ル とと もに ふき取 り , 下面に 遁走 した 細胞を核
染色 した 後, 1検体当た り最小20視野ず つ 200倍 に て鏡検 し細
胞数を計測 した . 実験ほ 各3 回ず つ 行 っ た .
成 績
Ⅰ . ヒ ト原発性胃癌 にお け る A M F受容体の発現 と臨床病理
学的因子 との 相関
外科的に 切除 した 原発性胃癌2 21検体中12 5検体 (56.6 %) で
A M F受容体蛋白 の 発現が認め られ た . 癌細胞は細胞膜お よ び
Tablel. Co rrelatio n ofg p78expressio n andclinic opathologic al
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細胞質に抗 gp78 抗体と反応す る免疫原物質を有 し〟 分化型で
ほ細胞質内が細か い 額粒状に ほ ぼ均 一 に 染ま り , 未分化型で は
比較的大きな顆粒 が 2 ～ 3 個当該抗体 で染色 され た (図 3 A,
B). 一 方 , 正常胃粘膜は増殖帯中心 に 陽性像 を認め る も の も
あ っ たが 染色像 は癌部に 比 して 淡 か っ た (図3 C). 腫 瘍先進部
ほ中央部に 比 し て 強く発現 して い る像 を しぼ しば 認め た (図
4). 表1 は臨床病理学的各因子 と A M F受容体(gp78) 発現と
の 関連を まと め たもの で ある , 年齢 , 性別に は両 群間で 差が な
い . 分化度と g p78発現の 間に は有意な相関は認め なか っ た .
浸潤 関連形質と の 関連を み ると , 肉眼型で は 限局塑(41.7 %) に
比 して 浸潤型(68･0 %)に 有意に 陽性例が多く(p = 0.0002), 深遠
度の 上昇 に と も な っ て tl で31. 4タ` , t2 で54.1% , t3, 4 で
69.3%と有意に陽性率ほ上 昇 した(p = 0.0005). 脈管侵集で は リ
ン パ 管侵襲(p = 0･0020)お よ び血 管侵襲(p = 0.0075)双方 と高い
相関を示 した . 次に 転移と の 関係をみ ると , 肝転移と の 間に ほ
gp78陽性例 に 肝転移陽性例が多い もの の , 有意な相関を認 め
な か っ た . リ ン パ 節 転移 と の 間 に は 高 い 相関 を 認 め た
Fig. 4. Im m u n ohisto che mic aL staining with a nti-g P 7 8
m o n o clo n al a ntibody in the in v a,Siv efront of the tum o r.
Tu rn Or C ells in the in v asiv e fr o nt (arr o w s) are m o r e
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Fig. 5. Ov er au stlr Viv als of gp 78-pO Sitiv e and n egativ e
Ca SeS with prim ary gastric cancer. Gr oup A, g p78-n egati-
V e patie nts (n = 96); gr O uP B, g p 78-pOSitive patients
(n = 125). *, P < 0. 01.
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(p= 0.0 掴0). また , 腹膜播種陽性例 で ほ7 9.2% と極 め て 高 い
g p78陽性率 が得 ら れ , 統 計学 的 に も高 い 相 関 を 認 め た
(p = 0.0007). 臨床病理 学的病期 と の 関係 で は , 陽性 率 は Ia,
I b期で36.0タ` , Ⅰ期51.0%, Ⅲa, Ⅲb 期64.1%, Ⅳa, Ⅳb 期
68.7%と病期 の 進行 と ともに上 昇 し, 有意 な相関を認め た ･ 予
後 との 関係を み る と , 全症例を含め た 検討で ほ gp78発現陰性
例 の 5年生存率 は63.8タ` で ある の に 対 し , 陽性例の 5年生存率
は37. 5%と 極 め て 不 良 で あ り , 両 群間 に 有意の 差 を 認 め た
(p< 0.001)(図5). また , 治癒切除後 の 再発が
一 番問題 とな るⅡ
期 , Ⅱa 期 , Ⅲb 期 の 症例 の み に 限 っ た検討でも g p78発現陽性
群 と陰性群の 間に は 5年生存率でそ れぞれ59.3% , 75･3% と差
が あり , 発現陽性群ほ 有意 に 予後不 良で あ っ た (p< 0･05) (図
6).
Ⅱ . 胃癌培養細胞株に お け る A M F受容体遺伝子 の発現 と機
能
1 . サ ザ ン ブ ロ ッ = 法に よ る A M F受容体遺伝子の 解析
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Fig■ 6･ Surviv al c ur v es of 8 8patie nts at stages Ⅱ a nd Ⅲ･
T hey w e r e s ub divi ded with r e spe ct of the pr es e n c e or
abse n c e of gp78expr es sio nin prim ary tu m o rs･ Gr o up A,
g p78-n egativ e patie nts(n = 38); gr O uP B, g p78-pO Sitiv e
patie nts(n = 50). * *, P<0･05･
｢
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Fig. 7. So uthe rnblot hybridization of D N As fr o m HeLa
c e11s a nd fr o m 8 ga stric c ancer celllines. ■D N As w er e
dige sted with r e strictio n endo n u cle a s es, Eco RIa nd H ind
n, ele ctropho re s ed o nl % aga.r o s egel, a nd tr a n sferr ed to
nylon m e mbr a n e. T he m e mbr a n e w ashybridiz ed with
3之P-1abeled h A M F RcD N Apr obe .
Ec oRI, Hind Ⅲ に て消化後 , h A M F RcD N A プロ ー ブ を 用 い て
サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ を 行 っ た . 対照 と して
A M F受容体遺伝子 の 発現が既 に 知 られ て い る HeLa 細 胞を 用
い た . 図7 に 示 す ように , すべ て の 胃癌細胞株 D N A消化物に
お い て対応す る HeLa 細胞 D N A消化物 と同 じ位置に バ ン ドが
検出 され , ほぼ同等の シ グ ナ ル 強度 を示 した . 欠失 , 再構成等
は検出され なか っ た .
2 . ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト法 に よ る A M F受容体 m R N Aの 検出
同 じ 9種 の 細胞株か ら R N Aを 分離 し, h A M F RcD N Aを プ
ロ
ー ブと した ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ
た . 囲8 に 示 す よう に , ど の 胃癌細胞株 でも対照 の HeLa 細胞
と 同様 , 約 4.Ok bの 位置 に 主 要バ ン ドが 認め られ た . また , 弱
く ハ イ ブリ ッ ドを形成す る鎖長 の よ り短い 3.5kbの バ ン ドも各
レ ー ン で 観察 され た . こ の 3.5 kbの 由来を 調べ る た め , 5
'
非翻
訳領域 , コ ー ド域 , 3
'
非翻 訳領域 に 対応す る CD N A断片 を
P C R法で 調製 し , 各増幅 D N A断片 を プ ロ p ブと して ノ ー ザ ソ
プ ロ ッ ト分析を 行 っ た . そ の 結果 , 4.Ok b は どの プ ロ ー ブ で も
検出され る 一 方 , 3.5kbバ ン ドは 5
'
領域 , コ ー ド域に 対応する
プ ロ ー ブ で検 出 され , 3
'
領 域 プ ロ ー ブ で は 検 出 さ れ な か っ た
- 28S
- 1 8S
出 β･ a Ctin
Fig. 8. Northe rnblot a n alysis of A M Fr e c eptor mR N Ain
gastric c a n c er c ell lin e s. On eFLg ea Ch of poly(A)
' R N A
fro m Hela c ells a nd fr o m8 ga stric c a n c er c ell lin es w as
pr obed with a
32
P-labeled h A M F RcD N A. Cle arhybridiza-
tio n ba nds a re m arked at 4.O a nd 3.5 kiloba s ein allc ell
lin es, T he sa m e m e mbr a n e w a shybridiz ed with β-a Ctin
Pr Obe.
｢
- - A B r r - CD r r - E F r
_ 4.Ok b
- 3.5 kb
Fig. 9. Northe rnblot a n alys e s u sing pr obe sdirected fo w ard
the 5- and 3-u ntr a n Slated r egion s and the c oding r egIO nOf
A M Fre c eptor mR N A. On e p g o王 poly(A)
+ R N A fro m
M K N 74a nd K A T OⅢ , W a Shybridized with the cDN A
fragm e nts. A Ba nd C Dprobe sdete cted 4･0
-a nd 3･5-kilob-
as etra nscripts, Where aspr obe E F hybridiz ed with only4
･O
kiloba s etra n s cript.
胃癌 に おけ る自己分泌塾運動因子受容体 の 役割
(因9). なお , 実際の ヒ ト胃癌症例でも原発巣と周辺健常部 か
ら別 々 に R N Aを抽 出 し , ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト解 析 を 行 う と
4.Okbあ るい は 3.5k bm R N Aの 発現が 癌領域で強く認め られ ,
正常組織 では 弱か っ た (図10)･
3 . A M F受容体ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 増殖 へ
の 影響
A M F受容体遺伝子 の 発現 と胃癌細胞の 増殖と の 関係 を み る
た め , AM F受容体 m R N Aに 相補的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ドを 作製 して , 当該遺伝子を発現 して い る T M K-1 株
(低分化型胃癌由来) と MK N28 株(高分化型胃癌由来) の 増殖
に 及ぼ す影響を調 べ た . 発現 に 対す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 作
用は予め ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 で確認 した (図11). ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ド投与細胞 では A M F受容体蛋白が実際減
少 して お り, 対照の セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与細胞 で は受
容体蛋白 レ ベ ル に 変化ほ 認め ら れ な か っ た . 図1 2 ほ細胸増殖
ア ッ セ イ の 結果を 示 す . T M K-1細胞株, M K N 28細胞株 の い ず
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Fig･10. Norther nblot a n alysis of A M Fre c epto r m R N Ain
prim ary ga stric tu m or s. Tw e nty pg of total R N Afro m
Su rgic alspecim e n s a nd their n eighboring n or m altis s u es of
the s a m epatie nts, W aShybridiz ed with
32P-labeled h A M F R
CD N Apr obe. T. U ., 0. H., 0. A. or N. H. sta nds forthe
initials of e a ch patie nt
'
s n a m e. T, tu m Ortiss u e; N,
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Fig･11･ Inhibitio n ofthe tr a n slatio n of A M Fr e c eptor mR N A
by A M Frec eptor a ntis e n s e oligo n u cle otides. After
tre atm e nt with s e n se or antise n s e oligo n u cle otide sfor 2
days, pr Otein s w er e e xtr a cted fr o m T M K-1 c ells, a nd
Subje cted to We stern blot an alysis with anti-g p 78

































TMK･1 M K N 28
Fig.1 2. Effe ct of antis e n s e oligo n u cle otide s o nthe pr olifer a-
tio n of T M K-1 a.nd M K N 28c ells. Cells(2×10
3
c ells/w ell)
W e re Se eded into 96- W e11clu ste rdishe s a nd tr e ated with
eithe r antise n s e and s e n s e oligon u cle otide sfor24 hr. Cell
gro wth w a s a ss e ssed by the m ethylthia z ol tetrazoliurn
bro mide(M T T) m ethod. Valu e s ar e expre ss ed as 豆 ±SD
Of 3s epar ate e xperim e nts, e a Ch of which w a s c o ndu cted
in triplic ate, a nd r elated to tho s e of u ntre ated c o ntr ol.
W hite c olu m n s, 1 0 pM s en s e oligo n u cle otide; hatched
C Olu m n s, 5 J上M a ntis en se oligo n u cle otide; bla ck c olu m n s,
1 0JIM a ntise n s e oligo n u cle otide .
3 F3 Al叫M 2･王叫M 5トLM l叫M
Fig. 13. Effe ct of antisen s e oligo n u cletides onthe in v a sio n
Of T M K-1 c ells･ Ce11s(1×1 05 c ells/chamber) wミre Seeded
into m atrigel-C O ated in v asio n cha mber. A fter lnCubation
with 3 F 3 Aa ntibody or oligo n u cle otidesfor8 hr, C ells that
had in v aded u ndern e ath the m e mbra n e w er e c o u nted.
Data w er e c o ndu cted in triplic ate, a nd 王r o m 3 separate
e xpe rim e nts, ea Ch expre ss ed a sthe m e a npe rc e ntv alu e(土
S E M)relativ eto u ntr e ated c o ntrol VaIu e s r epre se nt the
av er age of perfor m ed in triplic ate. W hite c olu rn n, 3F 3 A
antibody
-tr ea.ted; hatched c olu m n, S e n S e Oligo n u cle otide-
tre ated; bla ck c olu m ns, antisense oligon u cletide-tr e ated.
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抑制 され な か っ た . セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドも変化を与え な
か っ た .
4 . ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドに よ る浸潤抑制
次に , A M F受容体ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが 胃癌
細胞の 浸潤 を抑制 しう るか どうか を 同 じ2種の 細胞株 を用 い て
ケ モ イ ン ペ ー ジ ョ ソ ア ッ セ イ 法 に て調 べ た . まず T M K-1 細胞
株 の 浸潤度は図13 に示す よ うに A M Fと 同等の 走化性誘導活性
を持つ 3F 3 A抗体 に よ る刺激 で約1.6倍に 増加 した . そ こ で 次
に , A MF 受容体 に 対する ア ン
~チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを
投与す る と浸潤は濃度依存的に 抑制 され , 10〟M で浸潤度は約
60% 抑制された . セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドでは 抑制は認め ら
れ なか っ た .
一 方 , M E N 28細胞株 はイ ン ペ ー ジ ョ ソ ア ッ セ イ
系で は浸潤 を示 さず , ア ン チ セ ン ス お よび セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ドの 影 響を受けなか っ た .
考 察
細胞運動は個体発生 , 創傷治癒, 血管新生 ∴組織再生 , 免疫
防御 な ど生体 の 様 々 な 過程で 大きな役割を果た して い る . しか
し通常 は隣接す る観織間 で厳重に制御 されて い る と考 え られ ,
腫瘍の 浸潤 ･ 転移 は連動制御 が乱れ るか , ある い は自律的に 行
わ れ る状態 と考 え られ る
11抑 岬
. 腫瘍の 浸潤 ･ 転移 に と っ て運動
性 は重要な因子の 一 つ で あり , 高転移能株ほ低転移能株 よ り運
動能が高 い と こ とも報告 され て い る
叫
. 最近 l 腫瘍細胞が産生 ,
分泌 し, 腫瘍細胞自身の 運動を刺激する括性因子が複数発見 さ
れ , 自己 分泌型の 連動制御因子 と して 自律的な細胞運動に関与
す る可能性が示唆 され て い る
一0)11Pl)
. A M F ほこ れ らの 因子 の 一
つ で , ヒ トお よび マ ウ ス の 黒色塵細胞 , ヒ ト線維肉腫細胞 , ヒ
ト膀胱癌細胞 な どか ら分離 され て い るが , 未だその
一 次構 造ほ
決定 されて い な いl卸8)32). 一 方 , A M F を リガソ ドと す る受容体
は l 転移能の 上昇 した B 16-Fl黒色腫で発現が増強す る こ と が
知 られ て い た 糖蛋白(g p78) と 同 一 物質で ある こ と が 判明.
し ,
g p78 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(3 F3 A抗体) を用 い て
cD N Aク ロ ー ン も分離 され た
5)12)15)～ 18)
. こ の A M F受容体 の 発現
と腫疹進展 と の 関連 は現在 まで に 膀胱癌 と大腸癌に お い て 免疫
巌織化学的 に 検討 さ れ
33)31)
, 培養 下 で の 細 胞運動 に 及ぼす
A MF 受容体 の 効果 が男色腰細胸や線維肉腫細胞を用 い て 研究
されてき て い るが , 他 の 腫瘍細胞 , 掛 こ消化器病細胞 で の 研究
は ほ と ん どな され て い な い
13)1 T}1 8} 珊 ) 棚)
. 本研 究で 著者 ほ , 胃癌
の 進展 に おけ る A M F受容体の 役割 に 関 して , 1) ヒ ト胃癌検
体 に お ける A M F受容体発現と浸潤 , 転移 , 予 後 と の 相 関 ,
2) 胃痛培養細胞に お け る A M F受容体発現 と浸潤能の 関連の
両面か ら検討 した .
まず原発性胃痛検体の 免疫組織化学染色に よ る 解析 よ り ,
AMF 受容体蛋白の 発現頻度が胃痛 の 進行度に応 じて増大 し ,
発現陽性率ほ 肉眼型 , 壁深遠慶 一 脈管侵襲な ど浸潤 と関連す る
す べ て の 困子 と高い 相関を示す こ とが 明らか に され た . 膀胱癌
で は 腫療病変 が進行 した も の ほ ど gp柑 の 陽性率が 上 昇 し, 大
腸癌に お い て は 深遠度や脈管侵襲 と相関 して い る と報告 され て
お り , こ れ らほ 本研究の 結果 とも 一 致する . また , 胃痛で ほ リ
ン パ 節転移 とも相関 して お り, 大腸癌と擾め て近 い 結果 とな っ
た . 膀胱癌, 大腸癌い ずれの 場合にも分化度 の 低 い 方 が g p78
の 陽性率は有意に高い と され て い る が , 胃癌忙 お い て は 同様の
條向はあるもの の 統計学的な差は認めなか っ た . 本研究で さら
に 胃痛 に お い て は g p78の 発現が 腹膜播種とも関連す る こ とが
は じめ て 明 らか と な っ た . 腹膜播種 は胃痛の 根治性を失わせ る
最大 の 要因であ り , こ の メ カ ニ ズ ム の 解明 に A M F受容体の 研
究 が役立 つ 可 能性が 考え られ る . 腹膜播種を しば しば認め る卵
巣癌など他 の 腫瘍の 進展 に も A M F受容体 が関係 して い る こ と
が 予想 され , 興味が 持た れ る と こ ろ で ある . 更に A M F受容体
の 発現は大腸癌だけ でな く ▲ 胃癌 で も予後 と関係 して い る こ と
が 本研究に よ り 明 らか に な っ た . これ は 術後特に 再発の 有無を
経過観察 して い く 必 要の あるユ8)3
8) Ⅱa 期, Ⅲa 期 , Ⅲb 期の 症例
に 限 っ た 場合 で も予後と よく相関す る た め , A M F受容体 は症
例の 予後を占う よ い 指標 とな ろ う . A M F受容体蛋白 の 発現 ほ
免疫組織化学染色で簡便 に 調 べ られる た め , 術後補助療法の 指
標と して も有用 と考 え られた .
本研究 で また , 手術標本を免疫観織化学染色 に て検討す ると
組織型に よ り染色 パ タ ー ン す なわ ち g p78の 局在が異 な る こ と
が見出 され た . すなわ ち , 管腔形成 を示 す高分化型で ほ A MF
受容体蛋白は細胞膜お よび細胞質 に 発現を認め るもの の 細か い
顆粒状に分散 して 存在 して い長. と こ ろ が , ス キ ル ス 胃癌の よ
うに 腫瘍細胞が散在性 に 広が っ て い る低分化型 で は , A M F受
容体蛋白は細胞内に凝集 した 数個 の 濃い 顆粒と して 存在 した .
また ‥ 睦瘍先進部 で は発現強度が 上 昇 して い る こ と が 多 か っ
た . 従来 A M F受容体ほ細胞膜上 で A M F と結合 した 後, 内部
移行する こ と が 報告 さ れ て お り , こ の 際高転移能を有する細胞
では 核周囲か ら先進方向 へ 運 ばれ , 内部移行 され なか っ た もの
は後端 に 偏在す る と い う ように , 偏在傾向が強く , 一 方 , 低転
移能秩で は偏在傾向が比較的弱 い と され て きた
18)37)
. すな わ ち
AM F受容体が関与す る細胞運動能を規定す る に ほ g p78蛋白
の 発現 レ ベ ル の み で なく局在化(偏在)と い う要素 が重要 と考
えられ , 仮に発現 レ ベ ル が 同程度 でも gp78蛋白偏在 の 強弱に
よ り , 生物学的性質の 違い を生 じて い るの で は な い か と推察さ
れ た . ま た , Silletti らは細胞接触 に よ り gp78蛋白の 発現 が低
下す る こ とを 報告 した が
29)
, 最近前立腺癌細胞 の 高転移能株や
膀胱癌細胞 で げ こ の 制 御 が 欠如 して い る こ と を 報告 し て い
る
36)40)
. さ らに , A M F受容体 の 発現は E-Cadherin の 発現 と逆相
関 して い る と の 観察もある瑚 . した が っ て , 細胞接触 の 状態や
ある種の 接着分子も浸潤能 に 影響 を与 えて い る可 能性がある .
A M F受容体と接着分子, 分化度 の 関係は癌の 浸潤機構を解明
す る上 で 重要 と考え られ る .
本研究で は つ ぎに , ヒ ト胃癌由来培養細胞 を用 い て , A M F
受容体遺伝子 の 発現 と機能 の 検定を 行 っ た . ま ず , サ ザ ン プ
ロ
ッ ト分析で 検索 した 胃癌細胞株 8株す べ て で 当該遺伝子に ほ
大きな構造変化 が な い こ とが 明 らか に された . つ ぎに , ノ ー ザ
ン プ ロ ッ ト分析 で い ずれ の 胃痛細胞株も A M F受容体 m R NA
を 発現 して い る こ と が 見出され た . 同様の 方法で ヒ ト胃痛組織
と同 一 個体粘膜で の A M F受容体 mR N A を調 べ た と こ ろ , 全
例で 癌覿織に おけ る発現 レ ベ ル が正常鼠織 よ り高か っ た ･ 以上
の 結果か ら胃癌に お け る A M F受容体遺伝子 の 発現 の 増大ほ遺
伝子増幅 よ り ほむ しろ転写の 活性化に よ るも の と推定 された ･
な 軌 ノ ー ザ ソ プ ロ ッ トで A MF 受容体 cD N A とハ イ プ ウ ッ ド
を形成す る約 3.5kb の バ ン ドが検出された . こ れ ほ 3
'
プ ロ ー ブ
で は 検出さ れな か っ た こ とか ら , オ ル タ ナ テ ィ ブな ポリ ア デ
ニ
ル 化の結果生 じた 新 しい A M F受容体 m R N A分子種と考えら
れた . ま た , 本研究で は 腫瘍 の み で なく正 常胃粘膜にも低 レベ
ル なが ら A M F受容体が発現 して い る こ と が は じめ て確認され
た . 胃粘膜 の 細胞動態に関 して ほ 従来主と して細胞回転の 観点
胃癌に おけ る自己分泌型運動因子受容体の 役割
か ら研究が行われ
れ ㈱
, 粘膜構成細胞 の 移動 を 司 る メ カ ニ ズ ム
に つ い ては 明 らか で なか っ た . 本研 究で 観察 され た 正 常胃粘膜
に お ける定常 レ ベ ル の A M F受容体 m R N Aの 発現 ほ A M F リ
ガ ソ ド
ー 受容体系が 胃粘膜の 恒常性維持に 関係 して い る 可能性
を示唆 して い る .
A M F受容体の 生物学的役割ほ従来受容体 を刺激す る方法 で
調べ られ て きた が
1 2)18)29)37)
, 本研究で は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レオ チ ドを 用い て A M F受容体遺伝 子 の 発現 を逆 に ブ ロ ッ クす
る こ と に よ りそ の 機能 を検定 した . 多く の 増殖因子が運動能に
影響を及ぼす こ と が報告 され細胞増殖と運動因子と の 関連が注
目 されて お り
…
, 加 えて A M F が線維芽細胞の 増殖 を促進す る
と い う報告が な され て い る細 こ とか ら , まず胃癌培養細胞の 増
殖に 及 ぼす効果に つ い て検討を 行 っ た が , 発現抑制 に よ る大き
な変化ほ認め られ な か っ た . こ れ は 3 T 3/A 31線維芽細胞でも
A M Fの 増殖困子括性 を発現す る濃度は運動能 を刺激す る濃度
の 約1 0倍高 い 値を要する こ とが 報告 され て お り
29)
, A M F-A M F
受容体系 ほ通常増殖 に ほ直接関与 しな い の で は な い か と推察さ
れる . ま た , 免疫組織化学染色に よ る臨床症例 で の 検討でも ,
増殖と 関係す ると考 え られ る腫瘍径 と受容体発現と ほ相関が認
め られ なか っ た . 次に 胃痛細胞 の 浸潤能に 及ぼす効果に つ き検
討 した と こ ろ , ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 用 い て
A M F受容体の 発現を抑制す る こ と で T M K-1細胞 の 浸潤が抑
制され る こ とが 見出 された . こ れ は よ A M F受容体 が胃癌細胞
の 浸潤に機能的に 関わ っ て い る こ とを 示 して い る . 本研究で 開
発 した よ うな A M F受容体 m R N Aに 対する ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ドが ヒ ト 胃癌 の 進展阻止の た め の 有効 な治療手段
と な る可能性も考え られ る .
結 論
細胞運動 に 関係す る A M F受容体 の 発現が胃癌の 進展 に どの
様な役割を果た して い る か に つ き , 原発性胃癌切除標本 と胃痛
培養細胞株を用い て 検討 し, 以下の 知見を 得た .
1 . 抗 g p78モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た 免疫観織化学染色
の結果 , A M F受容体の 発現 は胃癌 の 浸潤や転移と関係す る病
理学的因子と高く相関 し, 発現群ほ 非発現群よ り有意に 予後不
良で あ っ た .
2 . す べ て の 胃癌培養細胞株で A M F受容体 m R N A が検出
され オル タ ナ テ ィ ブ ポ リ ア デ ニ ル 化 に よ ると 考え られ る新 し い
AM F受容体 m R N A分子種も見 出 さ れ た . A M F受容体
mR NA をコ ー ドす る遺伝子 に ほ増幅や大きな構造変化 ほ認め
られ なか っ た . A M F受容体 mR N A は正常粘膜に も低 レ ベ ル
で存在 して い た .
3 . A M F受容体 m R N Aに 対す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オチ ド投与 に よ り TM K-1 胃痛細胞株の 浸潤 が抑制 され た .
一 方細胞増殖 は大きな影響を受けな か っ た .
以上 の 結果か ら , A M F受容体 は胃癌 の 浸潤 , 転移, 予後 に
関わ る重要な因子で あり , 当該遺伝子は胃痛 の 進展に機能的に
関わ りうる と結論 され た .
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Abstra ct
Cellm otility hasbeenimplicated in c an Cerin v asio n and m etastasis･ Howe ve r, 1ittle atte ntion hasbeen paidto the
relationshipbetwe e n c el1loc o m oti n and theprogression ofgastric ca ncer･ In the presentstudy,the expression and role of
the a ut ∝rine m otilityfactor receptor(A M Frec eptor,g P78)arein vestigatedwithsurgic a11y e xtirpatedgastric c arcin o m as and
With hu m angaStric c an Cer C e11in sin c ulture･ First, a m O n O Clo nal antibody againstA MFre ceptor(gp78)w as usedto screen
Prl m ary gaStric carcinoma spe cim en sfro mtw ohu ndred a nd tw e nty o n epatie nts, a ndtheincide nc eofA M Frec eptor
expI℃SSio n w as relatdto various clinicopathologic alcriteria･ On ehu ndredand tw enty 丘veoutofthe 22 1(56.6%)prim ary
C ar Cin o m as w ere positiv ely strained fbr gp78･ Expression ofgp78 w as corr elated wi thma c r o s c opIC ty Pe,1ymphatic and
V en OuSin vasions
,
and lymph n ode and periton eal m etastasis･ m einciden ce ofgp7 8e xpr es sio nin the c an CerSpeClm enS
increasedasthe histopath0logic alstage of the c anc er and the grade oftu m orpen etratio npro c e ed d. gp78e xpressio ninthe
pn m ary gastric c an cer wa s also c orrelated withprognosis1 5-ye ar S urVival in positive cases w as slgnincantly po orerthanthat
in negative c a s e s(P<0･0 01)･ Se c o nd, No rthe mblotanalysis ofR N Affo m eightgast ric c an Cer Ce11 1ines r e v e ald that allthe
Celllines e xamin ed we r e e xpresslng A M Freceptorrh R N A, and thatthereisin gastric canc e r c e11s apre viously u nrepo rted
A M Freceptor mR N Aspecies which w ouldsee mtobegener a ted thro ughalte m ativepolyadenylation. Southernblot an alysis
Show ed no a mplifcatio n orgr oss stru ctural dysorganizations of A M Fre c eptorge nesin those gastric c an cer cel1 1ine s.
Further, Iexamined thefunc tional roles of A M Fre c eptorge nein T M K-1 gasbic c an Cer C ell line, e mploylng a n antisens e
Strategy･ When a ntisens e oligodeo xyribonucle otides co mple m en tary toA M Fre c eptor m R N Awere administered tothe
Culture m ediu m, thein vasion ofT M K-1 cells w a s ma rkedlyinhibited in adosedepe nde nt m anner;atl O甚M , aS high as60 %
inhibitio n wa s a chieved･ T he growth of T M K-l cells wa s e s s entially u nafftcted by the antise nse oligonu cleotide･ n e S e
res ults suggesthatA M Fre c eptorplaysimport a n t r olesin theinvasion and m etastasis of hu m an gas tric c anc er a nd thatA M F
re c eptor m aybe a suitable targetforgen etherapyin hum a ngas tric cancer.
